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【要旨】背景・目的：創傷治癒過程におけるfibroblast　growth　factor（以下FGFと略す）一7ファミリー蛋白
の発現の局在を検討するため、マウスの全層皮膚欠損創におけるFGF－7ファミリー蛋白の免疫組織染色を
行った。
　方法：ヘアレス（hr／hr）マウスの背部皮膚に全層皮膚欠損創を作製し、組織切片の免疫染色によるFGF－
7ファミリー蛋白、リン酸化p38MAPキナーゼ（以下p－p38と略す）、　PCNA、　BrdUの局在を解析した。
　結果：組織切片の免疫染色では、FGF－7ファミリー蛋白とp－p38は創縁部と再上皮化表皮上層に局在し、
肉芽組織や表皮基底層に局在するPCNAやBrdUとの局在の違いを認めた。
　結論：全層皮膚欠損創におけるFGF－7ファミリー蛋白の局在がp－p38の発現パターンと類似しているこ
とから、FGF－7ファミリー蛋白が創傷治癒過程において、再生表皮の分化や遊走表皮の制御に関与している
可能性が示唆された。
はじめに
　皮膚の創傷治癒過程は血液凝固期、炎症期、細胞増
殖期、成熟期の4期に分類される1）2）。炎症期の終盤以
降、欠損部位を充填するためにマクロファージ、線維
芽細胞や血管内皮細胞が遊走、増殖して肉芽組織が形
成される。その後、肉芽組織の表層に表皮細胞の遊走、
増殖が誘導され、再上皮化が進行する3）。
　皮膚の創傷治癒過程においては上皮増殖因子
（EGF）4）、血小板由来増殖因子（PDGF）5）、肝細胞増殖
因子（HGF）6）、インスリン様増殖因子（IGF）7）など、
様々な細胞増殖因子が発現していることが知られて
いる8）。
　Fibroblast　growth　factor（以下FGFと略す）ファミ
り一も創傷治癒過程に関連した増殖因子の一つであ
り、特にFGF－1（acidic　FGF）、　FGF－2（basic　FGF）、
FGF－7（KGF）については複数の報告がある9）。　FGF－
110）とFGF－211）は線維芽細胞や血管内皮細胞の増殖
を促進して肉芽組織の形成に関与し12）、FGF－7は表皮
細胞の増殖を促進して再上皮化に関与する13）ことが
知られている。我々は、マウスの全層皮膚欠損創の治
癒過程において、FGFファミリーに属するいくつか
のFGF　mRNAの発現が特異的に変動することをす
でに報告しているが14）、それらの機能の多くは未解明
である。
　これらの増殖因子のシグナル伝達経路の一部は、分
裂促進因子活性化蛋白質キナーゼ（MAPキナーゼ）
と関連している15）。MAPキナーゼは3つのサブファ
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ミリーからなり、リン酸化シグナルカスケードを形成
している。そのひとつであるp38は、グリシン残基が
リン酸化されることによりリン酸化活性体（p－p38）
となり16）、細胞遊走の際に発現が充進ずることが知ら
れている17）。
　今回我々はFGF－3、　FGF－7、　FGF－10、　FGF－22の4
つからなるFGF－7ファミリーのうちFGF－7以外の
蛋白を認識する抗体（これを以後抗FGF－7ファミ
リー蛋白抗体と表記する）を作製し、この抗体を用い
て創傷治癒過程におけるFGF－7ファミリー蛋白およ
びp－p38の局在を、細胞増殖の指標であるproliferat－
ing　cell　nuclear　antigen　（PCNA）’8）．　5－bromo－2－
deoxyuridine（BrdU）19）の発現と免疫組織学的に比較
検討した。
研究材料および方法
　1）実験動物
　7週齢のヘアレス（hr／hr）マウスの雄4画面を日本
エスエルシー（SLC）より購入し、食餌や飲水は自由
摂取とした。
　なお、本実験を実施するに際し、産業技術総合研究
所動物実験委員会の許可を得た。
　2）全層皮膚欠損創の作製と標本採取
　ヘアレスマウスにベントバルビタールナトリウム
1．25mg／個体（ネンブタール⑧、大日本住友製薬、大阪）
を腹腔内注射することにより麻酔し、背部両側に直径
6mmの円形の全層皮膚欠損創を2箇所作製した。術
後創部は開放とし、個別のケージにて飼育した。
　創作製後4日目（2個体）、7日目（1個体）、9日目（1
個体）に、イソフルラン（フォーレン⑪、アボットジャ
パン、大阪）を吸入させ安楽死させた。無縁より外側
に2mm、深さは筋膜上で剥離し、創部と周囲の皮膚を
標本として採取した。
　なお、創作製後4日目に標本採取した1個体には採
取2時間前にBrdU　l　mg／100　g個体（Amersham　Cell
Proliferation　Kit、　GEヘルスケアバイオサイエンス、
東京）を腹腔内に前投与した。
　3）組織切片の免疫染色
　各標本を10％ホルマリン液にて固定した。パラフィ
ン包埋したのち、ミクロトームにて4μmの切片を切
り出し、組織切片を作製した。組織切片を脱パラフィ
ンして過酸化水素水含有メタノールに浸潰したのち、
クエン酸処理にて抗原賦活させた。
　①FGF－7ファミリー蛋白の免疫染色
　1次抗体としては、我々の研究室内で作製したラ
ビット抗血清を用いた。この血清を、チオール基特異
的固定化ゲルを用いたアフィニティークロマトグラ
フィー（SulfoLink⑪Immobilization　kits　fbr　Proteins、
タカラバイオ、東京）で精製したものを使用した。こ
の抗体はFGF－7以外のFGF－7ファミリー蛋白を認
識する。5％ウシ血清アルブミン（シグマアルドリッ
チジャパン、東京）でブロック（10分間、室温）した
のち、16時間、4℃で1次抗体と反応させ、2次抗体と
してゴート抗うビットIgG抗体（コスモ・バイオ、
2040、Lot．10804、東京）と10分間、室温で反応させた。
Horse　radish　peroxidase（HRP）標識ストレプトアビ
ジン（インビトロジェン、東京）を10分間、室温で作
用させたのち、AEC　Substrate　Kit（コスモ・バイオ、
東京）を用いて12分間、室温で発色させた。対染色と
してヘマトキシリン（コスモ・バイオ、東京）と1分
間、室温で反応させた。
　②p－p38の免疫染色
　創作製4日目の組織切片に対して1次抗体として
ラビット抗p－p38区画クローナル抗体（CSTジャパ
ン、9211、Lot．9、東京）と16時間、4℃で反応させ、
さらに2次抗体と反応させて、同様に発色させた。
　③PCNAの免疫染色
　1次抗体としてマウス抗PCNAモノクローナル抗
体（タカラバイオ、NAO3、　Lot．D30683、東京）と16時
間、4℃で反応させ、2次抗体としてHRP標識ラビッ
ト抗マウスIgG2a抗体（インビトロジェン、東京）と
30分間、室温で反応させた。発色は同様に行った。
　④BrdUの免疫染色
　BrdUを前投与した創作製4日目の個体の組織切片
に対し、M．0．M．マウスlgGブロッキング溶液
（VECTOR　M．O．M．　lmmunodetection　Kit、フナコシ、東
京）を1時間、室温で反応させ、M．0。M．　diluent
（VECTOR　M．0．M．　Immunodet㏄tion　Kit）を5分間、
室温で浸透させた。1次抗体としてマウス抗BrdUモ
ノクローナル抗体（Amersham　Cell　Proliferation　Kit）
を16時間、4℃で反応させ、2次抗体としてHRP標識
ラビット抗マウスIgG2a抗体を30分間、室温で反応
させた。発色は同様に行った。
結 果
1）全層皮膚欠損創の免疫組織学的検討
創作製後4日目の組織切片を免疫染色により解析
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した。抗FGF－7ファミリー蛋白抗体を用いた免疫染
色では、創縁部の一部の表皮が特異的に染色され、創
部から離れた表皮や創床の肉芽組織などは染色され
なかった（Fig．　la）。強拡大像では、表皮上層の穎粒層
と有棘層上層の、主として細胞質が染色された（Fig．
lb）。一方、抗p－p38抗体を用いた免疫染色においては、
創縁部表皮の上層の細胞がFGF－7ファミリー蛋白よ
りやや広い範囲で細胞質および核が染色された（Fig．
lc，　ld）。次に増殖性細胞の指標であるPCNAの免疫染
色を行ったところ、主として創床の周囲の肉芽組織の
構成細胞と表皮基底層が染色された（Fig、2a）。創縁部
表皮の強拡大像では、基底層から有棘層上層の細胞核
が染色された（Fig．2b）。同様に増殖1生細胞の指標であ
るBrdUを腹腔内投与した個体においても、肉芽組織
と表皮の基底層とその上層の細胞核に取込みを認め、
創縁部では穎粒層近くまで多くの細胞核が染色され
た（Fig．2c，　2d）。　FGF－7ファミリー蛋白とp－p38の陽
性細胞と、PCNAとBrdUの陽性細胞に局在の違いが
あることが示された。
　2）全層皮膚欠損創における：FGF－7ファミリー蛋
　　　白の経時的な発現
　次に創作製後7日目、9日目の全層皮膚欠損創の組
織を切り出し、FGF－7ファミリー蛋白とPCNAの発
現を免疫染色により解析した。7日目には肉眼的に創
面は縮小し、組織学的には再上皮化が認められた。抗
FGF－7ファミリー蛋白抗体による染色では、4日目と
同様に創縁部と再上皮化表皮の有棘層上層と穎粒層
の細胞に限局して、特に細胞質が強く染色された
（Fig．3a，3b）。抗PCNA染色では、創縁部と再上皮化
表皮の基底層の細胞核が染色された（表示していな
い）。9日目に創面は肉眼的に閉鎖し、組織学的にも創
閉鎖が完了していた。抗FGF－7ファミリー蛋白抗体
による染色では、再上皮化表皮全長の表皮の有棘層上
層と穎粒層の表皮細胞の細胞質が染色されていた
（Fig．3c，3d）。創作製後9日目の抗PcNA染色は、7日
目の所見と同様であった。これらの結果から、FGF－7
ファミリー蛋白およびPCNAの局在は経時的に大き
な変化はないことが示された。
考 察
　FGFファミリーはFGF－1からFGF－23まで計23
種類が同定されているが、ヒトではFGF－15が、マウ
スではFGF－19が欠損することが知られている20）。
FGFファミリーはアミノ酸配列の相同性や機能的特
性からFGF－7ファミリーを含む7つのサブファミ
リーに分類される（Table　l）。さらにFGF－7ファミ
（4）
一　180　一 東京医科大学雑誌 第67巻第2号
Table　1　FGFs　and　their　receptors22）
　　　　　　　　FGFFGF　subfamily　　　　　　　　ligands FG　F　receptors
FGF－1
FGF－1
FGF－2
All　FGF　receptors
FGF　receptor　lc，3c＞2c，　l　b，　4
FGF－4
FGF－4
FGF－5
FGF－6
FGF　receptor　lc，　2c＞3c，　4
FGF－7
FGF－3
FGF7
FGF－10
FGF－22
FGF　receptor　2b＞lb
FGF－8
FGF－8
FGF－17
FGF－18
FGF　receptor　3c＞4＞2c＞lc，　3b
FGF－9
FGF－9
FGF－16
FGF－20
FGF　receptor　3c＞2c＞lc，　3b＞4
FGF－19
FGF一一19
FGF－21
FGF－23
FGF　receptor　l　c，　2c，　3c，　4　（weak　activity）
FGF－11
FGF－11
FGF－12
FGF－13
FGF－14
No　known　activity
Cited　from　Zhang　et　al．22）　（2007）
リーはFGF－7を主要分子としてFGF－3、　FGF－10、
FGF－22から構成される。　FGFは、チロシンキナーゼ
型受容体にヘパラン硫酸やグリコサミノグリカンと
ともに結合し、複合体を形成することによりシグナル
伝達経路を活性化する。FGFの受容体はFGFRIか
らFGFR4まで4種類が存在するが、さらに、それぞ
れの受容体にはスプライシングバリアントが存在し、
FGFリガンドが組織特異的に機能するための重要な
機構となっている9）。健常な皮膚組織においては、表皮
にFGFR2111bおよびFGFR3111bが、真皮に
FGFR2皿cおよびFGFR3HIb、　FGFR3111cが発現し
ていることが知られている21）。また、FGF－7ファミ
リーはFGFR2111bに特異的に結合することが報告さ
れている22）。
　前述のようにFGF－1、　FGF－2、　FGF－7は創傷治癒を
促進させることが知られており、特にFGF－2は褥瘡・
潰瘍治療剤（フィブラストスプレー⑭、科研製薬、東
京）23）として我が国においても臨床応用されている
が、FGF－7を除くFGF－7ファミリーについては解析
が遅れており、これまでその詳細は明らかになってい
ない。
　今回、我々が使用したポリクローナル抗体はFGF－7
以外のFGF－7ファミリー蛋白（つまりFGF－3、　FGF－
10、FGF－22）と反応するが、この抗体のFGF－7ファミ
リーにおける特異性は現時点で明らかにできていな
い。この抗体を用いた全層皮膚欠損創の免疫組織学的
染色により、今回FGF－7ファミリー蛋白が創縁部の
表皮上層の細胞質に局在することをはじめて明らか
にした。FGF－7の局在が創縁の真皮線維芽細胞に陽性
である24）ことを考えると、抗FGF－7ファミリー蛋白
抗体の反応は特異的である。
　免疫組織学的染色では、増殖性細胞の指標である
PCNAやBrdUは基底層と有棘層下層の細胞核に発
現していた。また、Onumaら25）は、ヒト皮膚の・器官培
養系では、BrdUおよびPCNAは遊走表皮細胞には発
現していないと報告している。一方、FGF－7ファミ
リー蛋白やp－p38はより表皮上層に発現しており、局
在の違いが認められた。
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　また、7日目、9日目の経時的な組織切片の解析にお
いても、FGF－7ファミリー蛋白は常に表皮上層に発現
していた。hr／hrマウスの表皮のターンオーバーは8
日から95日と報告されている26）ことから、FGF－7
ファミリー蛋白は創傷治癒過程において、表皮細胞の
通常の分化過程には影響されず、表皮上層に発現して
いると思われる。
　一方p38はMAPキナーゼの主要なサブファミ
リーのひとつであり15）、組織の炎症や、細胞の増殖、分
化、アポトーシスに関与することが知られている
が27）、近年、様々な細胞において、遊走にも関与して
いることが報告されている16）27）。細胞遊走の際に、p38
はFGF－2や血管内皮細胞増殖因子（VEGF）、　PDGF
などの増殖因子により活1生化される28）。一連のシグナ
ルカスケードとして、受容体の下流にはMAPKキ
ナーゼキナーゼ（MAPKKK）、　MAPKキナーゼ3／6
（MKK　3／6）が存在し、次いでp38が存在する。p38の
下流にはMAPキナーゼ活性化蛋白質キナーゼ2／3
（MAPKAPK　2／3）、次いで熱ショックタンパク72
（HSP－27）が存在し、これらが順にリン酸化され、カス
ケードが進行することにより細胞骨格の構成成分で
あるアクチンの再構成が生じ、細胞の遊走を誘導する
ことが報告されている17）。
　Sharmaら29）の報告では、角膜上皮組織の創傷治癒
過程において、p－p38が創縁部上皮の上層の細胞に発
現することが示されている。直接的証明はできないも
のの、p－p38との局在の類似性から、皮膚の創傷治癒過
程におけるFGF－7ファミリー蛋白の機能のひとつと
して再生表皮や遊走表皮の分化ないし過形成抑制シ
グナルとして機能している可能性が考えられる。ま
た、FGF－7ファミリー蛋白陽性細胞が創先端への細胞
遊走を間接的に制御している可能性も考えられる。ヒ
ト表皮由来の培養細胞でも、in　vitroの創傷治癒モデル
におけるp－p38の発現の充進が報告されている30）こ
とから、今後はFGF－7ファミリー蛋白のシグナルと
p－p38の関連性について、　FGF－7ファミリー蛋白を強
制発現させたin　vitroの表皮培養系細胞を用いて、さ
らに解析を行う予定である。また、今回使用したポリ
クローナル抗体が、FGF－7ファミリーのうち、FGF－3、
FGF－10、　FGF－22のいずれの分子と反応するのかさら
に染色特異性を検討する予定である。
結 論
ヘアレス（hr／hr）マウスの全層皮膚欠損創を用い
た解析により、FGF－7ファミリー蛋白は創縁部の表皮
上層に特異的に発現していることが判明した。p－p38
との発現類似性から、FGF－7ファミリー蛋白が創傷治
癒過程において再生表皮の分化や遊走表皮の制御に
関与している可能性が示唆された。
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略語集
F ；　fibroblast　growth　factor
PCNA；　proliferating　cell　nuclear　antigen
BrdU；　5－bromo－2－deoxyuridine
EGF；　epidermal　growth　factor
PDGF；　platelet－derived　growth　factor
HGF；　hepatocyte　growth　factor
IGF；　insulin－like　growth　factor
KG　F；　keratinocyte　growth　factor
RNA；　ribonucleic　acid
MAPK；　mitogen－activated　protein　kinase
HRP；　horse　radish　peroxidase
FGFR；　FGF　receptor
ERK；　extracellular　signal　regulated　protein　kinase
JNK；　Jun　N－terminal　kinase
VEGF：　vascular　endothelial　growth　factor
MAPKKK；　MAPK　kinase　kinase
MKK；　MAPK　kinase
MAPKAPK；　MAPK－activated　protein　kinase
HSP；　heat　shock　protein
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Localization　of　fibroblast　growth　factor（FGF）一7　family
　　　　　　　　　　　　protein　in　fu11－thickness　skin　wounds
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Abstract
　　　　In　order　to　elucidate　the　function　of　fibroblast　growth　factor（FGF）一7　family，　a　subfamily　of　the　FGF　family，　we　analyzed
the　expression　of　FGF－7　family　protein　in　fu11－thickness　skin　wounds　in　hr／hr　hairless　mice．　On　day　4　in　skin　wound　tissue，
immunohistochemical　examinations　showed　that　FGF－7　family　protein　and　phospho－p38　MAP　kinase　were　localized　in　the
superficial　lining　layer　of　the　epidermis　in　the　wound　edge，　while　PCNA　and　BrdU　were　localized　in　the　basal　layer　of　the
epidermis．　This　characteristic　localization　of　FGF－7　family　protein　had　not　changed　in　the　skin　wound　on　day　7　or　day　9
skin．　The　similar　localization　of　FGF－7　family　protein　and　p－p38　in　the　wound　edge　suggests　that　FGF－7　family　proteins
may　play　critical　roles　in　wound　repair　by　influencing　maturation　of　reepithelialized　epidermis　and　in　regulating　epidermal
cell　migration．
〈Keywords＞Fibroblast　growth　factor，　Wound　healing，　lmmunostaining
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